REp UBl1QUE FRANQAt 



PCT/FR200 4/ 001 72 



K5T AVMIABVS COPY j^pj 



IINSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRICLLE 



REQU 0 8 OCT. 2004 



OMPI pot 



BREVET 0' INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 

Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriety 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut 



Fait a Paris, le gj JUIL 200^ 



DOCUMENT DE PRIORITE 

PRESENTE OU TRANSMIS 
CONFORMEMENT A LA 
REGLE 17.1.a)OUb) 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete Industrielle 
Le Chef du Departement des brevets 




SIEGE 

INSTITUT 26 bis - nJe de Salnt-Petersbourg 
m a t i a M a i p. «. 75800 PARIS cedex 08 
NATIONAL DE T6J6phone . 33 (0)1 53 04 53 04 

LA PROPRIETE Telicople : 33 (0)1 53 04 45 23 
INDUSTRIELLE www.inpi.fr 



Marline PLANCHE 




ihstuut 
national ok 

LAMtOPRUTtl 



INOUSTRtBLLS 

26 bis, rue de Saint P&ersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Telecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



BUEVET D'INVENTI 
CERTIFICAT D'UTIUT£ 

Code de la propri&£ intellectueile - Uvre VI 



REQUETE EN DfcllVRAWCE 
page 1/2 

Cet imprimi est & remplir tisiblement a I'encre noire 



N° 11354*03 



I 540 OW/ 210502 



\™ 75 INPI PARI© 

[ N* D'ENREGISTREMENT 
I NATIONAL ATTRIBUE PAR LMNPl 

I DATE DE DEPOT ATTR1BUEE 
IPARflNPI 



Q30S212 



0 h ML 2093 



I Vos references pour ce dossier 

I (facultatif) BLOcp263/100FR 



Confirmation d f un depot par telecopie 



Q NOW! ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU MANDATAIRE 

k QUI LA CORRESPONDANCE DOIT ETRE ADRESS^E 
■ ■ 

CABINET ORES 

36 rue de St Petersbourg 
75008 PARIS 



□ N° attribuS par HNPI a la telecopie 



IK 



Demande de brevet 



m 



Demande de certificat d'utilite 



□ 



Demande divisionnaire 

Demande de brevet initiate 
ou demande decertificatd f utilit& initials 



□ 



Date 



I I I I I I I I I 
I I I I I I I I I 



Transformation d'une demande de 
brevet europeen Demande de brevet initiate 



□ 

N° 



Date I i I i I i m I 



H TITRE DE L r INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

APPLICATIONS D'UNE NOUVELLE CLASSE D'ENZYMES : LES SULFIREDOXINES 



| □ DECLARATION DE PRIOR1TE 
OU REQUETE DU BENEFICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UNE 
DEMANDE ANTERIEURE FRANQAISE 



Pays ou organisation 
Date I i I i I i 



Pays ou organisation 
Date I i I i I i 



J L 



Pays ou organisation 

Date I i I I I l l l I N° 

□ SMI y a d'autres priorWs, cochez la case et utfllsez i'imprime «Suite» 



Norn 

ou denomination sociale 



COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 



PrSnoms 



Forme juridique 



Etablissement public 



N° SIREN 



i i i i » i i i 



Code APE-NAF 



Domicile 
ou 

sifege 



Rue 



31-33 rue de la Federation 



Code postal et ville 



17 i5i0i1 |5| PARIS 



Pays 



FRANCE 



Nationality 



Franqaise 



N° de telephone (facultatij) 



N° de tetecopie (facultatif) 



Adresse 6lectronique (facultatif) 



I I S'H y a plus d'un demandeur, cochez la case et utillsez Pimprime «Suite» 

Remriir ImpSrativement la 





CERTIFICAT B'UTHLJTJi 

REQUETE EU D£UVRANCE 
page 2/2 





Cabinet ou Soctete 



N °de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractuel 



Les demandeurs et les inventeurs 
sont les m§mes personnes 



Etablissement immSdiat 
ou etablissement differs 



Paiernent echelonne de la redevance 

(endeuxvsrsements) 



El REDUCTION DU TAUX 
DES REDEVANCES 



CABINET ORES 



Uniquement pour les personnes physiques effectual elles-memes leur propre depot 
□ Non 



Uniquement pour les personnes physiques 

□ Requise pour la premiere fois pour cette invention Goixdretmatxscienon-imposiiionJ 
LJ Obtenue anterieurement a ce depot pour cette invention &otodte une copie de /a 
decision a "admission 4 lassistancegrataife ou indiquersa r0rencej; AG \ , , , , | 



EE SEQUENCES DE NUCLEOTIDES 
ET/OU D'ACIDES AMINES 



IS Cochez la case si ia description contient une liste de sequences 



Le support electronique de donnees est joint 

La declaration de conformity de la liste de 
sequences sur support papier avec le 
support electronique de donnees est jointe 



m 



Si vous avez utilise I'lmprlme «Su"rte» F 
indiquez ie nombre de pages jointes 



SIGNATURE DU DEMANDEUR 
OU DU MANDATAIRE 
(Nom et qualite du signataire) 
Le Mandataire, 




Beatrice ORES (n° 92-4046) 



VISA DE LA PI 



CTURE 




c?tJ°l n ° 7 « 17 d !J 6 janvier 1978 re,ative k "irfbrmatlque, aux fichiers et aux liberies s'applique aux reoonses faitas k m fnrrn „ la ; rQ 
He garanbt un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concemant aupre^de IWI formulae. 



1 

APPLICATIONS D'UNE NOTJVELLE CLASSE D'ENZYMES : LES 

SULFIREPOXINES 

La pr^sente invention est relative aux applications d'une nouvelle 
classe d'enzymes, les sulfiredoxines (Srx), qui catalyse la reduction des derives Cys- 
S0 2 H (cyst€ine-acide sulfmique) et notamment la reduction de la peroxyr6doxine (Prx) 
sous sa forme Cys-S0 2 H en derive thiol. 

Dans les prolines, certains groupes thiols de cysteine (Cys-SH), 
ayant une activite r6dox, peuvent dtre oxyd6s par du peroxyde d'hydrogfene (H 2 0 2 ) en 
acide sulfenique (Cys-SOH). Celui-ci etant instable, reagit soit avec n'importe quel 
groupe thiol proche pour former un pont disulfiire (C-S-S-C), soit, en 1* absence de 
groupe thiol proche accessible, le compost Cys-SOH peut Stre davantage oxyde en 
acide sulfmique (Cys-S0 2 H) stable ou acide cysteique (Cys-30 3 H). 

Les peroxyredoxines (Prxs) sont des enzymes antioxydantes 
comportant de telles cysteines a activity redox. Par exemple, les 2-Cys Prxs sont des 
homodim&res inverses avec 2 cysteines a activite r6dox par sous-unite. Elles cata- 
lysent la reduction du peroxyde d'hydrogene. . 

Le site catalytique de ces enzymes comprend deux cysteines k acti- 
vity redox (cyst6ine N-terminale peroxydatique (Cys P ) et cysteine C-terminale de 
resolution (CysR)). 

De manifcre plus precise le cycle catalytique de ces peroxyredoxines 
comprend (Wood ZA et aL, Science, 2003, 300, 650-653 ; Wood et aL, Trends in 
Biochemical Sciences, 2003, 28, 1, 32-40) : 

- Toxydation de la Cys P -SH en Cys F -SOH (acide sulf&iique) par 

H 2 0 2 ; 

- la formation d'un pont disulfure entre la Cysp et la CysR de la 
deuxteme sous-unite de Prx (Cys P -S-S-Cys R ) (processus lent) ; 

- la reduction de ce pont disulfure par des r6ducteurs cellulaires 
classiques tels que le glutathion ou la thior6doxine (Trx), pour obtenir le produit de 
depart Cys-SH. 

Dans certains cas, les Pncs peuvent 6tre inactiv6es, par super- 
oxydation de la Cys P -SOH en acide sulfmique (Cysp-S0 2 H) ; cette r6action de super- 
oxydation 6tait consider^ jusqu'& present comme irreversible, (Wood ZA et al., 
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Science, 2003, 300, 650-653). Recemment (Woo HA et al., Science, 2003, 300, 653- 
656 ; Georgiou G. et al., Science, 2003, 300, 592-594), la reversion de la Cys-acide 
sulfinique en compos6 Cys-SH a ete montre in vivo dans le cas de la peroxyrddoxine a 
deux cysteines (2-Cys Prx) de mammifere, indiquant l'existence d'une reductase 
specifique, qui n'a cependant pas et6 identifier Plus precisement, ces auteurs ont 
montre que, par marquage m6tabolique de cellules de mammiferes avec du 35 S, la 
forme sufmique de la peroxidine I, produite lors de Imposition des cellules au H 2 0 2 , 
est rapidement reduite en forme thiol catalytiquement active. Ces auteurs pensent qui 
la Eduction de 1'acide sulfinique observee lors de ces etudes necessite 1' intervention 
d'enzymes specifiques, qui n'ont pas ete identities. Etant donne que les Prxs de 
mammireres regulent la signalisation mediee par H 2 0 2 , leur inactivation reversible 
pourrait servir dans le processus de regulation. 

Les peroxyrSdoxines (Chae et al., P.N.A.S., 1994, 91, 7022-7026) 
sont des antioxydants ubiquitaires, qui contrSlent, dans de nombreuses especes 
(microorganismes, plantes et organismes superieurs y compris les mammiferes), les 
taux de H 2 0 2 , qui r6gulent les cascades de signalisation conduisant a une proliferation 
cellulaire, une differentiation et une apoptose (Fujii J. et al., Redox Rep., 2002, 7 123- 
130). 

Les Liventeurs ont maintenant identirle la famille d'enzymes qui 
20 reduisent les Prxs Cys P -S0 2 H. II s'agit d'une proteine qui comprend au moins un site 
catalytique presentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S et qui a un poids 
moleculaire d'environ 8 a 14 kDa. 

Cette enzyme est conservee chez les eucaryotes et est d6nommee ci- 
apres sulfiredoxine (Srx). Chez la levure et en particulier chez Saccharomyces 
25 cerevisiae, cette enzyme est denommee Srxl et a un poids mol6culaire de 1 3 kDa. 

Des sequences polypeptidiques identiques a celles de la sulfi- 
nMoxine ainsi que les sequences nucleotidiques correspondantes figurent dans la base 
de donnees de sequences NCBI ou GenBank, sous les num6ros d'acces suivants : S. 
cerevisiae: YKL086W, Homo sapiens: AAH47707, CAC28314, M. musculus : 
30 BAB24939, AAH11325, Arabidopsis thaliana : AAD21682, AA042977, Oryza 
saliva : BAA95812, Schizosaccharomyces pombe : SPBC1 06.02c, Thermosyne- 
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chococcus. elongates : BAC07716, Drosophila melanogaster : AAF48773, Nostoc sp. 
(PCC7120):NP_488186. 

En revanche, aucune fonction n'a 6t6 attribute k ces sequences poly- 
peptidiques, dans la base de donnees de s6quences NCBI on GenBank. 
5 Les Inventeurs ont maintenant trouve un point commun entre ces 

differentes prolines : le site catalytique precite et une fonction : la catalyse de la 
reduction des Prxs Cys P -S0 2 H. 

La reaction catalysee par la sulfiredoxine (Srx) est r6sum6e a la 

figure 1. 

10 La presente invention a en consequence pour objet l'utilisation d'une 

prot6ine d6nommee sulfir6doxine (Srx), qui comprend au moins un site catalytique 
presentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S, pour catalyser la reduction 
des peroxyr6doxines (Prxs) sous leur forme super-oxydee Prx-Cys P -S0 2 H (peroxy- 
redoxine cysteine acide sulfinique) en d6rive thiol (SH). 
15 La sulfir6doxine joue done un role tr&s important dans la fonction 

antioxydante des peroxyr^doxines et est impliqu6e dans la reparation ou le contrdle 
des proteines modifies par la formation d'une cyst6ine-acide sulfinique. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ladite 
sulfiredoxine est une sulfiredoxine de microorganisme, de plante ou d'organisme 
20 superieur, qui comprend genSralement entre 80 et 170 acides amines et au moins le 
site catalytique presentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S. EUes presen- 
ted entre elles les pourcentages d'identite et de similarity suivants : 

. levure/homme : 31 % d'identite et 67 % de similarity 
. levure/plantes : 23 % d'identite et 39 % de similarity 
25 . levure/souris : 31 % d'identity et 51 % de similarity 

. levure/champignons : 80 % d'identite et 90 % de similarity. 
Conformement a Tinvention, Tidentity d'une syquence par rapport k 
une syquence de ryfyrence (SEQ ID NO :1 correspondant a la sequence de la Srxl de 
S. cerevisiae) s'appryde en fonction du pourcentage de residus decides aminys qui 
30 sont identiques, lorsque les syquences correspondant a la rygion catalytique telle que 
definie ci-dessus sont alignees, de manure k obtenir le maximum de correspondance 
entre elles. 
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Une proteine ayant une sequence en acides amines ayant au moins 
X % d'identit6 avec la s6quence de rdference SEQ ID NO: 1 est definie, dans la 
presente invention comme une prot6ine qui pent inclure jusqu'a 100-X alterations pour 
100 acides amines de la sdquence SEQ ID NO: 1. Au sens de la presente invention, le 
terme alteration inclut les del6tions, les substitutions ou les insertions cons6cutives ou 
disperses d'acides amines dans la s6quence de reference. Cette definition s'applique, 
par analogie, aux molecules d'acide nuc!6ique. 

La similarite d'une sdquence par rapport a la sequence de reference 
SEQ ID NO: 1 s'apprdcie en fonction du pourcentage de residus d'acides amines qui 
sont identiques ou qui different par des substitutions conservatives, lorsque les 
s6quences sont alignees de maniere k obtenir le maximum de correspondence entre 
elles. Au sens de la presente invention, on entend par substitution conservative, la 
substitution d'un acide amin6 par un autre qui presente des propriety chimiques simi- 
laires (taille, charge ou polarite), qui generalement ne modifie pas les proprietes 
15 fonctionnelles de la prot6ine. 

Une prot6ine ayant une sdquence en acides amines ayant au moins 
X % de similarite avec la sdquence SEQ ID NO: 1 est definie, dans la presente inven- 
tion comme une proteine dont la s6quence pent inclure jusqu'a 100-X alterations non- 
conservatives pour 100 acides amines de la S 6quence de reference. Au sens de la 
presente invention, le terme alterations non-conservatives inclut les d61etions, les 
substitutions non-conservatives ou les insertions consecutives ou disperses d'acides 
amines dans la s6quence SEQ ID NO: 1. 

Ladite sulfiredoxine est notamment s61ectionnee parmi les prot6ines 
dont les sequences correspondent respectivement aux sequences SEQ ID NO : 1 a 10, 
illustrees aux figures 2 et 3 ou represent6es dans la liste de sequences : S. cerevisiae : 
SEQ ID NO : 1 ; C. albicans : SEQ ID NO :2 ; S. pombe : SEQ ID NO :3 ; H. sapiens : 
SEQ ID NO :4 ; M. musculus : SEQ ID NO :5 ; D. melanogaster : SEQ ID NO :6 ; A. 
thaliana : SEQ ID NO :7 ; T. elongatus : SEQ ID NO :8 ; Nostoc sp. : SEQ ID NO :9 
et Oryza sativa : SEQ ED NO :10. 

La presente invention a egalement pour objet un peptide, corres- 
pondant au site catalytique de la Srx, caracterise en ce qu'il presente la sequence 
suivante : FXGCHR, avec X= G ou S. 
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La presente invention a 6galement pour objet des anticorps anti-Srx, 
caracterises en ce qu'ils sont obtenus par immunisation convenable d'un animal avec 
une proteine Srx, telle que definie ci-dessus ou le peptide FXGCHR, avec X= G ou S. 

Lesdits anticorps sont soit des anticorps polyclonaux, soit des anti- 
5 corps monoclonaux. 

La presente invention a egalement pour objet un m6dicament, carac- 
t6ris6 en ce qu'il comprend une quantite efficace d'une prot6ine telle que definie ci- 
dessus et 6ventuellement au moins un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention a aussi pour objet l'utilisation d'une proteine 
10 telle que definie ci-dessus pour la preparation d'un medicament antioxydant destin6 a 
traiter les cancers et les troubles neurodegeneratifs, dans lesquels l'on observe une 
defaillance du systeme antioxydant Prx/Srx. 

La presente invention a egalement pour objet un proc6de de depis- 
tage de maladies liees au cancer, au vieillissement et aux maladies neurodegenera- 
15 fives, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend, pour evaluer l'implication 
du systeme antioxydant Prx/Srx : 

(1) la mise en contact in vitro des cellules d'un echantillon biolo- 
gique avec du peroxyde d'hydrogene (H 2 0 2 ), 

(2) la detection de la Prx-Cys P -S0 2 H formee, entre 1 heure et 4 
20 heures apres ladite mise en contact selon l'6tape (1), et 

(3) l'6tablissement du rapport des quantites de Prx-Cysp-S0 2 H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon l'6tape (1). 

L'echantillon biologique est notamment consume de cellules 

sanguines. 

25 Des rapports Prx-Cysp-S0 2 H/ Prx-Cysp-SH > 1 sont le signe d'une 

pathologie du systeme antioxydant Prx/Srx , liee a un dysfonctionnement de la Srx. 

Ainsi, un tel procede permet d'6valuer si le systeme antioxydant 
Prx/Srx fonctionne normalement au non. La connaissance des m6canismes impliques 
dans l'etiologie de la maladie permet de s61ectionner le traitement le plus adapte a la 

30 situation, notamment dans les cas de systemes antioxydants Prx/Srx defaillants. 
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En variante, ledit proced6 de depistage comprend le genotypage de 
la sulfiredoxine, a partir de l'ARN total d'un echantillon biologique convenable, 
notamment des cellules sanguines. 

De maniere plus precise, ledit proced6 comprend : 
5 (1) l'extraction de l'ARN total, a partir d'un echantillon biologique 

convenable, 

(2) la preparation d'ADNc specifique de la sulfiredoxine, par ampli- 
fication de 1'ARN a l'aide des deux amorces suivantes : 

GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (SEQ ID NO :1 1) 
10 AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (SEQ ID NO :12) ; 

ces sequences etant situ6es respectivement en amont et en aval de l'ORF de la sulfi- 
redoxine humaine (GenBank n° AAH47707), 

(3) l'etablissement de sa s6quence nucleotidique et 

(4) la comparaison par rapport a une s6quence d'ADN codant pour 
15 une proteine Srx, telle que definie ci-dessus, issue de la m6me espece que celle de 

l'6chantilIon biologique a analyser. 

L'extraction de TARN, la pr6paration de l'ADNc et l'etablissement 
de la sequence sont realisees en utilisant les techniques classiques, selon les protocoles 
standards tels que ceux decrits dans Current Protocols in Molecular Biology 
20 {Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc. Library of Congress, USA). 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation de la 
sdquence codant pour une proteine Srx, telle que definie ci-dessus ou d'un vecteur 
contenant ladite sequence codante, pour l'obtention de plantes dont les capacites de 
r6sistance au stress (secheresse, froid, chaleur toxiques oxydants presents dans 
25 l'environnement) sont significativement augment6es. 

Les sequences codant pour la prot6ine Srx peuvent etre aisement 
obtenues a partir des bases de donn6es de sequences precitees. 

La pr6sente invention a egalement pour objet des cellules h6tes, 
caract6ris6es en ce qu'elles sont transformees par un vecteur recombinant contenant 
30 une sequence codant pour une proteine Srx, telle que definie ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite cellule hote, elle 
est constitude par une souche de S. cerevisiae surexprimant le gene SRXI. 
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Le vecteur est avantageusement un vecteur navette E. colilS. cerevi- 
siae comprenant an niveau d'un site de clonage, la sequence codant pour la prot6ine 
Srx et le promoteur du g£ne Srx. II s'agit notamment du plasmide pRS316 (n°ATCC 
77145). 

Le promoteur du gene Srx est 400 paires de bases en amont du site 
d'initiation de la traduction ; il est reparable sur le site http://www/yeastgenome.org/ 
(n° d'accfcs YKL086W). 

Ces cellules h6tes transform6es par un tel vecteur sont particuliere- 
ment int6ressantes pour P etude du systeme antioxydant Prx/Srx et le criblage in vitro 
de medicaments modulant Factivite du systeme antioxydant Prx/Srx. 

En consequence, la presente invention a egalement pour objet un 
proc6d6 de criblage de medicaments aptes a moduler Factivite du systeme antioxydant 
Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance k cribler avec des cellules 
botes selon F invention, en presence de peroxyde d'hydrogene, 

(2) la detection de la Prx-Cys P -S0 2 H form6e, entre 1 heure et 4 . 
heures apres ladite mise en contact selon Fetape (1), 

(3) Petablissement du rapport des quantity de Prx-Cysp-S0 2 H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon Fetape (1). 

La presente invention a egalement pour objet un proc&ie de criblage 
de medicaments utiles dans le traitement des cancers et des maladies neurodegene- 
ratives, lies a une defaillance du systeme antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

a) la mise en contact de la substance k tester avec un extrait de 
cellules hotes modifiees telles que defmies ci-dessus ou un echantillon biologique d'un 
animal transgenique non humain, notamment des souris, dans lequel le g£ne de la 
proteine Srx est invalide, en presence de peroxyde d'hydrogene, 

b) la mesure par tout moyen approprie, de Tactivite antioxydante du 
systeme Prx/Srx du melange obtenu en a), et 

c) la selection des substances capables de stimuler ou d'inhiber ladite 

activite. 
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La mesure de ladite activity est notamment effectude par la detection 
de la Prx-Cys P -S0 2 H form6e, entre 1 heure et 4 heures apres ladite mise en contact 
selon l'etape (a) et l'etablissement du rapport des quantitds de Prx-Cys P -S0 2 H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon l'etape (a). 

La presente invention a egalement pour objet un precede de criblage 
de medicaments utiles dans le traitement des cancers et des maladies neurodegene- 
ratives, lies a une defaillance du systeme antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

(1) la mise en contact de la substance a cribler avec des mammiferes 
transgeniques non-humains, notamment des souris, dans lesquels le gene de la 
proteine Srx est invalide et 

(2) la mesure de la survie de l'animal. 

L'obtention de mammiferes transg6niques non-humains est realisee 
en utilisant des methodes classiques et notamment selon les protocoles decrits dans 
Transgenic animals generation and use (CM. Houdebine Ed., Harwood academic 
publishers, Amsterdam). 

La presente invention a egalement pour objet un procede de reduc- 
tion d'un produit comprenant au moins deux cysteines a activite redox, lequel procede 
est caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact de ladite proteine avec une 
20 sulfiredoxine (Srx), qui comprend au moins un site catalytique prdsentant le motif 
suivant : FXGCHR, avec X= G ou S, en presence d'ATP et de magnesium. 

La reduction du produit comprenant au moins deux cysteines a acti- 
vite redox implique son activation par phosphorylation suivie d'une reduction du 
soufre, ces deux activites etant catalysees par la sulfiredoxine. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de synthese 
d'un produit comprenant des residus Cys-SH a partir de produits comportant des resi- 
dus Cys-S0 2 H, caracterise en ce qu'il comprend une etape de reduction du produit 
comportant les residus Cys-S0 2 H en produit comprenant des residus Cys-SH, en 
presence d'une sulfiredoxine, d'ATP et de magndsium. 

Outre les dispositions qui precedent, 1 'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
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des exemples de raise en ceuvre du proced6 objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la faction catalys6e par Srxl. 

- les figures 2 et 3 represented la comparison des sequences de 
5 Srxl dans differentes especes ; figure 2 : S. cerevisiae, C. albicans, S. pombe, H. 

sapiens, M. musculus, D. melanogaster et A. thaliana ; les regions identiques sont 
encadrees ; le site catalytique se trouve autour de la cysteine conservee, indiquee par 
un asterisque ; figure 3 : S. cerevisiae, H. sapiens, M. musculus, D. melanogaster, 
A.thaliana, T. elongates et Nostoc sp.. Les n° d'acces GenBank sont indiques sur cette 
10 figure. L'alignement des sequences a ete realis6 a l'aide du logiciel CLUSTALW. Les 
acides amines identiques dans environ 65 % des sequences sont encadres. Le site actif 
Srxl comprenant une cysteine (fleche noire) et les autres cysteines (fleche blanche) 
sont indiques. 

- la figure 4 illustre le recyclage de la forme cysteine-acide 
15 sulfinique de la Tsal, dependant de la Srxl ; figures 4a et 4b : analyse PAGE 2D des 

formes teduite (SH) et oxydee (S0 2 H) de la Tsal marquee a la 35 S-Met dans des 
cellules sauvages et des cellules Asrxl expos6es au H 2 0 2 (500 uM) pendant la periode 
indiquee ; les figures 4c et 4d correspondent a des Western blot de formes reduite 
(2xAMS) et oxyd6e (lxAMS) de Tsal a partir de cellules WT (c) ou de cellules Asrxl 
20 (d) traitees au H 2 0 2 apres alkylation in vitro avec de l'AMS. Apres induction de 
l'expression de Srxl pendant 15 min avec de l'H 2 0 2 (100 uM), les cellules sont 
traitees avec de la cycloheximide (CHX) 5 min avant le traitement k V H 2 O z 
(500 uM). 

- la figure 5 illustre le r61e jou6 par la proteine Srxl dans la r6sis- 
25 tance des cellules au stress induit par du peroxyde d'hydrogene ; des tests de sensibi- 

lite sont realis6s en faisant croitre une souche sauvage (WT) et une cellule invalidee 
(Asrxl) ou une souche mutante srxl C84S dans des boltes de P6tri contenant des 
concentrations croissantes (en mM) de peroxyde d'hydrogene (H 2 0 2 ) (figure 5a et 
5b) : figure 5a : resistance a H 2 0 2 de la souche sauvage (WT), de la souche invalidee 
30 (Asrxl) et de la souche mutante srxl 0848 ; figure 5b : Western blot (incrustation) et 
QT-RT PCR de la proteine Srxl 6tiquetee a HA et de I'ARNm dans des cellules 
traitees au peroxyde d'hydrogene (400 uM). 
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- la figure 6 illustre le r61e jou6 par la proline Srxl dans la r6sis- 
tance des cellules au stress induit par du t-butyl hydroperoxyde ; des tests de sensibi- 
lity sont realises en faisant croitre une souche sauvage (WT), une cellule invalidee 
(Asrxl), une souche sauvage surexprimant Tsal ou Srxl, une cellule invalidee (Asrxl) 
exprimant Tsal, une cellule invalidde {Atsal) et une cellule invalidee {Atsal) 
surexprimant Srxl dans des boites de Petri contenant des concentrations croissantes de 
t-butyl hydroperoxyde (tBOOH) ; les concentrations sont exprimees en mM. 

- la figure 7 illustre ^interaction entre Tsal et Srxl de facon 
covalente (pont disulfure) et non-covalente ; Figure 7a : Western blot de la proteine 
Srxl etiquetee HA (pistes 1, 2 et 3) ou de la Srxl C84S etiquetee HA (piste 4) exprimees 
dans une souche sauvage (WT) (pistes 1, 2, 4) ou dans des cellules Atsal (piste 3) 
traitees 15 min avec H 2 0 2 (500 uM) apres une electrophorese SDS-PAGE r6alis6e en 
conditions reductrices (R) (piste 2) ou non reductrices (NR) (pistes 1, 3, 4) ; figure 
7b : les proteines co-purifiees avec la Srxl etiquetee avec la 6His (pistes 2,4) ou la 
Srxl non etiquetee (pistes 1, 3) dans des conditions non-reductrices, sont separees par 
SDS-PAGE dans des conditions non-reductrices (pistes 1, 2) ou reductrices (pistes 3, 
4) et visualises par coloration au bleu de Coomassie. Les bandes de proteines sont 
identifies par spectrometrie de masses MALDI-TOF comme indique. 

- la figure 8 montre que la proteine Srxl et l'ATP sont necessaires a 
la reduction de la Tsal oxyd6e in vitro par Srxl ; figures 8 a et b : Analyse en Western 
blot des formes reduite (SH) et super-oxydee (S0 2 H) de la Myc-Tsal dans des lysats 
de cellules Atsal incubees 15 min a 30°C avec de la Srxl purifiee et de l'ATP, aux 
concentrations indiqu6es ; figure 8c : Analyse en Western blot des formes reduite 
(SH) et super-oxydee (S0 2 H) de la 6His-Tsal incubde pendant 15 min a 30°C avec de 

25 la Srxl purifiee, de l'ATP (1 mM) et du Mg^ (1 mM), comme indique. 

II doit 6tre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a litre d'illustration de l'objet de l'invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 
Exemnle 1 : Materiel etM6thodes. 
30 1.1. Soucbes 

Les souches de S. cerevisiae utilis6es sont la souche YPH98 
(Sikorski R. et al., Genetics, 1989, 122, 19-27) (MATa, ura3-52, lys2-801 ambre , ade2- 
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101 ocre tipl-Al Ieu2-Al) et ses derivds isogeniques. Les souches Asrxl, Atrrl et Atsal 
sont realis6es en rempla9ant la region codante de SRX1 (sulfiredoxine) et de TRR1 
(thior6doxine r6ductase) par KANMX4 et le cadre ouvert de lecture TSA1 par TRP1 
(tyrosinase-related protein 1). 
5 Les souches surexprimant Tsal et Srxl sont identiques aux pr6ce- 

dentes, sauf qu'elles portent chacune une delation du gene Tsal ou Srxl et portent le 
plasmide a copies multiples psRS426 (n°ATCC 77107) ; 

Les cellules sont cultivees a 30°C dans un milieu YPD (extrait de 
levure a 1 %, bactopeptone a 2 % et glucose a 2 %) ou un milieu CASA (base azot6e 
10 de levure a 0,67 %, casaminoacides a 0,1 %, glucose a 2 %), complements en adenine, 
tryptophane eturacile. 

1.2. Plasmides 

Les proteines de fusion suivantes : 

- Srxl-HA : proteine de fusion comprenant la fusion de deux epi- 
15 topes HA en C-terminaJ de Srxl et 

- 6His-Srxl : proteine de fusion entre Srxl et a son extremit6 N- 
terminale six etiquettes histidine, 

sont construites par PCR en deux Stapes : les amorces nucleo- 
tidiques utilisees pour la PCR incorporent la sequence de l'un ou Tautre des epitopes 
20 HA (d6fmi par l'anticorps commercial reconnaissant l'epitope HA 12CA5, Babco, 
MMS-101 R) et 6His (6 histidines) et amplifient la sequence codante complete de 
Srxl, flanquee par 400 et 200 paires de bases en amont et en aval de leur sequence et 
clone au site EcoRI du plasmide pRS316 (n°ATCC77145) ou du plasmide pRS426 
(n°ATCC77107). 

25 Myc-Tsal, une proteine de fusion comprenant a l'extr6mite N- 

terminale de Tsal, un epitope Myc (d6fini par l'anticorps anti-Myc, 9E10, Babco, 
MMS-150R) est construite et clonee de maniere similaire au site EcoRI du plasmide 
pRS316. La mutag6nfese dirigee pour la g^ndration des mutants Cys>Ser est realisee 
par un protocole standard d'amplification par PCR a l'aide d'oligonucleotides 

30 amorces comportant la sequence modifiee. 
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1.3. Analyse des prolines 

* Pour V analyse en PAGE 2D les cultures cellulaires en debut de 
phase exponentielle (DO 60 0nm=0,3) sont marquees avec de la 35 S-Met (100 uCi) 20 
min a 30°C, suivie d'une chasse de la methionine marquee par de la methionine froide 

5 (1 mM final) et de la cysteine (0,1 mM final) et traitees avec de rH 2 0 2 (500 uM). Les 
cellules sont soumises a une analyse PAGE 2D comme decrit dans Maillet et al. (J. 
Biol. Chem., 1996, 271, 10263-10270). 

* Pour 1'analvse de l'6tat redox in vivo de Srvl-TIA des lysats de 
cultures de cellules en debut de phase exponentielle de culture (D0 60 o nm =0,3) sont 

10 prepares par le protocole de lyse a 1'acide trichloroacetique (Delaunay et al., EMBO 
J., 2000, 19, 5157-5166). Les proteines precipitees sont solubilisees dans un tampon 
A [Tris-Cl, pH 8 (100 mM), SDS (1 %), EDTA (1 mM)] contenant du N- 
ethylmaleimide (NEM) (50 mM). 

Les extraits sont separes par SDS-PAGE a 17 % dans des conditions 

15 reductrices et non r6ductrices et la Srxl-HA est detectee par l'anticorps monoclonal 
12CA5 precite. 

* Pour la deriyatisation de la cvst6me de My c-Tsal nar AMS les 
extraits cellulaires sont traites dans les memes conditions que celles du protocole de 
lyse TCA, sauf que les proteines precipit6es sont d'abord solubilis6es dans le tampon 

20 A contenant du DTT (50 mM) pendant 1 h a 37°C, pr6cipitee par le TCA mises en 
suspension dans un tampon A contenant de l'AMS (15 mM) pendant 2 h a 37°C. Les 
extraits cellulaires sont separes par SDS-PAGE a 20 % dans des conditions r6ductrices 
etMyc-Tsal est immunodetecte avec 1'anticoips monoclonal anti-Myc 9E10, precite. 

* Pour la reduction fa vitm soit 3 ^l de lysat (2 mg/ml) de cellules 
25 Asrxl traitees a l'H 2 0 2 comprenant de la Myc-Tsal oxyd6e, soit de la 6His-Tsal oxy- 

dee et purifiee (0,5 mg) sont ajoutes dans le tampon de reaction (RM) (80 ul final) 
[Tris-Cl pH 6,8 (50 mM), KC1 (100 mM)] contenant de la Srxl purifiee exprimee par 
un baculovirus, de l'ATP et du MgCI 2 aux concentrations indiquees et incub6s 15 min 
a 30°C. La 6His-Tsal est oxydee en cysteine-acide sulfinique par incubation dans le 
30 tampon RM contenant du DTT (10 mM) et de l'H 2 0 2 (1 mM) pendant 30 min et 
diluee 16 fois de le milieu reactionnel. 
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1-4. Purification des prot6ines recombinantes 

. La Srxl est exprimee dans des cellules d'insecte High Five en utili- 
sant le systeme depression en baculovirus Bac-To-Bac® (Invitrogen) et purifi6e 
successivement par chromatographe d'echanges d'ion, chromatographie d'affinite et 
5 HPLC (8ml-Poros® 50HS, 8ml-Poros® 50HE, 0,8ml-Poros® 20HS) (Applied 
Biosystems). 

. La 6His-Tsal est exprimee dans des cellules E. coli BL21 a partir 
du plasmide pET28a-Tsal apres induction a lMsopropyl-mio-p-D-galactopyranoside, 
conformement aux recommandations du fabricant (Stratagene). Les cellules sont 

10 mises en suspension dans un tampon de lyse [Tris-Cl pH 6,8 (50 raM), KC1 (100 
mM), DTT (2 mM), imidazole (20 mM)], supplemente en fluorure de phenylm&hane- 
sulfonyle (PMSF) (1 mM), lysees par des cycles congelation-decongelation et sonica- 
tion. Les extraits sont centrifug6s 30 min a 30.000 g et le surnageant est passe dans 
une colonne d'agarose Ni-NTA (Qiagen). Apres lavage de la colonne avec le tampon 

1 5 de lyse, la Tsal est 61u6e par du tampon de lyse supplemente en imidazole (150 mM). 

La puret6 et la concentration des proteines purifiees est determinee 
par coloration au bleu de Coomassie apres SDS-PAGE et test Bradford (Biorad). 
1.5. Purification des partenaires de reaction de la Srxl 
La 6His-Srxl et la Srxl sont exprimees a partir du plasmide pRS426 

20 dans la souche Atrrl, depourvue du gene de la thiorddoxine r6ductase qui stabilise les 
ponts disulfides. Les cellules sont cultiv^es jusqu'au milieu de la phase exponentielle 
(D0 6 oonm = 0,8) et traitees par H 2 0 2 (5 mM) pendant 5 min, lavees deux fois dans de 
l'eau supplement6e en NEM (10 mM), congelees et lysees dans une presse Eaton dans 
un tampon C [Tris-Cl pH 8 (100 mM), NaCl (50 mM) EDTA-sans inhibiteur de 

25 protease (Roche-Boerhinger), PSMF (1 mM), imidazole (20 mM), NEM (10 mM)]. 
L'extrait cellulaire est centrifuge lh30 a 10.000 g et le surnageant est pass6 dans une 
colonne Ni-NTA (Qiagen). Apres lavage, de la colonne avec un tampon D [Tris-Cl pH 
8 (100 mM), NaCl (50 mM)] + imidazole (20 mM), les proteines sont eluees avec le 
tampon D + imidazole (300 mM). 

30 
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1.6. Analyse de TAKN 

L'ARN total est extrait comrae decrit dans Lee et al. (J. Biol. Chem., 
1999, 274,4537-4544) et l'ADNc est synthetis6 par transcription inverse avec des 
amorces aleatoires hexanucleotidiques, apartir d'l ]ig d'ARN total. 
5 Une PCR quantitative (Biorad iCycler) est realis6e en utilisant la 

m6thode au Cybergreen fluorescent, avec les amorces specifiques de SRX1 ou ACT1, 
trois fois separement, conformement aux recommandations du fournisseur. 
Exemple 2 : Reversibilite de la sur-oxydation de la cysteine de la Tsal par 
l'activite catalytique de la Srxl. 
10 2.1 Materiel et met h odes 

L'une des 5 Prxs de S. cerevisiae, la Tsal, est une 2-Cys Prx et 
constitue l'antioxydant principal chez la levure avec une specificite de substrat large 
envers a la fois H2O2 et les peroxydes organiques. 

L'oxydation de Tsal et la reversibilite de cette reaction en presence 
15 de Srx ont ete analysees selon deux techniques : 

(A) separation selon le point isoelectrique de la proline en gel a 
deux dimensions (electrophorese PAGE en 2D) ; les cellules de souche sauvage (WT) 
et la souche invalidee Asrxl sont initialement soumises a un marquage radioactif in 
vivo des prolines suivie d'une chasse de I'element radioactif avant d'etre traitees au 
H 2 0 2 , pendant des dur6es differentes (0, 2, 30 et 90 minutes de traitement) ; la tache 
de gauche (figure 4a) represente la forme native de la proteine et la tache de droite 
(figure 4a) la forme acide (acide sulfinique). 

(B) alkylation differentielle des thiols; les cellules de souche 
sauvage (WT) et souche invalidee Asrxl portant une copie 6tiquetee de Tsal sont 
traitees a la cycloheximide (CHX) pour bloquer la synthase prot6ique de novo en 
cours d'analyse, puis traitees a l'H 2 0 2 . Les prot6ines sont extraites, reduites au DTT 
puis les thiols sont alkyles par un compos6 de 500Da, 1'acide 4-acetamido-4'- 
maleimidylstilbene-2,2'-disulfonique (AMS) qui alkyle les cysteines au niveau des 
groupes SH libres mais pas sous forme de sulfinate, augmentant le poids mol6culaire 
de la proteine de 0,5 kDa par cysteine alkylee (AMS) ; la difference de taille entre les 
proteines portant deux thiols alkyles (cysteines reduites ou pont disulfure, indique 
«2AMS» sur les figures 4c et 4d ou un thiol alkyle (acide sulfinique, indiqu6 
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« 1 AMS » sur les figures 4c et 4d) est observe apr£s s6paration selon leur taille sur 
un gel SDS-PAGE. La prot6ine est revetee par Western Blot ; 
2.2 R&ultats 

Les r6sultats sont pr£sent6s aux figures 4a et 4b. 

Dans les extraits cellulaires non-traites, Tsal apparait comme une 
tache double : Tune intense correspondant k environ 85% de r enzyme totale a une 
position de pi de 4,8 (+/- 0,05), ce qui correspond & une Tsal reduite (le pi th6orique 
de la Tsa est 4,87) ; r autre tache plus fine se situant a une position de pi plus acide de 
4,7 (+/- 0,05), ce qui correspond a la Tsal oxydee (la valeur tbiorique de la forme 
acide sulfinique de la cysteine de la Tsal est 4,75). Apres deux minutes de traitement 
par H 2 0 2 (500fiM), la proportion de Tsal oxydee augmente au detriment de la Tsal 
r6duite, et ce jusqu'i une proportion d'environ 90% des proteines totales. Apres 30 
minutes de traitement, le rapport Tsal r6duit/oxyd6 revient k celui des cellules non- 
traitees. La reapparition de la tache de Tsal r6duite provient de la Tsal oxyd6e et non 
de Tsal synthetisee de novo, 6tant donn6 que le marquage de proteines est interrompu 
avant Tanalyse. Des resultats identiques sont observes lorsque les cellules sont traitees 
avec du t-butyl hydroperoxyde (t-BOOH). 

Dans les extraits cellulaires non-trait6s par VH 2 0 2 > la Tsal est en 
grande partie rSduite et migre comme une bande double modifiSe par T AMS (Figures 
4c et 4d) ; et 15 minutes apres traitement par H 2 0 2 , la Tsal migre comme des especes 
singuli&res ou doubles modifies par PAMS, pr6sentant un melange de formes reduite 
et oxydee selon un rapport d'environ 1:3. Apres une duree de 120 minutes de ce 
traitement, la Tsal est completement revenue a son 6tat initial, c'est a dire sous forme 
de doublet alkyte par PAMS, mettant en Evidence la reduction du sulfinate en Cys- 
SH, La reduction de la Tsal est diff6r6e comparativement a celle observee par 20- 
PAGE (Figure 4a), ce qui est probablement dfl & Pinhibition de la synthese de 
prot&nes, 

Ces deux exp6riences montrent que la forme sur-oxyd6e de Tsal 
(acide sulfinique) est reductible en thiol libre dans une souche sauvage et que la 
presence de Srxl est indispensable k cette reduction. 
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Exemple3 : Notification d'une proline de 13 kDa chez S. cerevisiae liee a une 
Prx par pont disulfure (figure 7). 

3.1 Materiel et Methodes (voir exemple 1) 

(A) Des cellules contenant une copie etiquetee (HA) de la proteine 
Srxl sont traitees par 500 uM d'H 2 0 2 pendant 15 minutes. Les proteines sont extraites 
selon une methode permettant la conservation de l'etat redox intracellulaire des thiols 
(voir exemple 1) puis separees sur gel SDS-PAGE en conditions reductrices pour les 
cellules de la souche sauvage (WT) contenant une copie 6tiquetee (HA) de la proteine 
Srxl (piste 1) et en conditions non-reductrices pour les cellules de souche sauvage 
(WT) (piste 2), la souche mutante Atsal portant une copie etiquetee du gene SRX1 
(piste 3), et la souche Asrxl portant une copie etiquetee du gene SRX1 ayant subi une 
mutation C84S (piste 4) ; les poids moleculaires de r6ferences (MW) sont exprimes en 
kDa. 

(B) la proteine Srxl est purifiee dans les conditions natives grace a 
une etiquette 6His, a partir de cellules Attrl traitees pendant 5 minutes avec 5 mM de 
H 2 0 2 ; les proteines purifiees sont ensuite separees sur gel SDS-PAGE reducteur ou 
non-r6ducteur. ^identification des differentes proteines indiqu6es a ete realisee par 
spectrometrie de masse; les prot6ines purifiee separees dans des conditions non- 
reductrices et reductrices proviennent de la souche mutante Attrl contenant une copie 
du gene SRX1 (puits n°l et 3), et de la souche mutante Attrl contenant une copie 
etiquetee (HA) du gene SRX1 (puits n°2 et 4), les poids moleculaires de r6ferences 
(MW) sont exprim6s en kDa. 

3.2 Resultats 

La figure 7a met en evidence l'existence d'un pont disulfure inter- 
mol6culaire entre Tsal et Srxl, impliquant la cysteine conserv6e (Cys84) de Srxl 
(voir figures 2 et 3). 

Elle montre en outre que Srxl peut se trouver sous deux formes : un 
monomere de 13 kDa et un multimere de 55 kDa lie par pont disulfure (Figure 7a, 
piste 2). 

La figure 7b illustre le fait que la copurifi cation des Tsal, Tsa2 et 
Ahpl montre que Srxl interagit avec trois des cinq peroxyrddoxines existant chez la 
levure et que l'interaction avec Tsal peut etre redox on non covalente. 
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De mantere plus precise, le materiau non-reduit purifi6 contient 
plusieurs bandes majeures de tailles de 80, 55, 40, 35, 20 et 13 kDa (Figure 7b) qui se 
limitent a 2 bandes principales de 13 et 20 kDa et une bande raineure de 18 kDa apres 
rdduction (dernier puits). La spectrometrie de masse de type MALDI-TOF applique 

5 sur le materiau reduit a permis d'identifier les prolines Srxl, Tsal et la prot6ine 
Ahpl qui est la seconde 2-Cys Prx majeure de levure, dans les bandes respectivement 
de 13, 20 et 18 kDa. La Tsa2, qui est une troisidme 2-Cys Prx, est aussi presente sous 
forme de traces dans la bande de 20 kDa. L'analyse par spectrometrie de masse de 
lysat non~r6duit a permis d'identifier a la fois la proteine Tsal et la proteine Srxl dans 

10 la bande de 55 kDa, probablement sous forme d'heterotrimeres li6s par pont disulfure 
contenant 2 molecules de Tsal. Cette analyse a permis 6galement de detecter la pr6- 
sence de la proteine Tsal dans les bandes de 40, 35 et 20 kDa, probablement sous 
forme de dimeres et de monomferes lies par pont disulfure. L'association des prot6ines 
Srxl et Tsal, qui sont liees par pont disulfure, est confirmee par immunodetection au 

15 cours de laquelle la bande de 55 kDa contenant la proteine Srxl n'est pas detectee . 
dans les lysats traites par H 2 0 2 provenant de la souche Atsal depourvue du gene 
TSAL Ces resultats montrent que la Srxl est fortement induite par H 2 0 2 et s'associe i, 
avec la Tsal de fa9on non-covalente sous forme d'heteromeres lies par pont disulfure. <? 

La prot6ine Srxl s'associe aussi avec 2 autres Pix : Ahpl et Tsa2, ; s 

20 mais son association est mineure dans les conditions testees. 

Exemple 4 : La fonction Srxl est Iiee a Tactivit6 peroxydase et a Tsal* 
4.1. Materiel et Mlthodes 

4.1.1 Materiel 

La souche sauvage et les deux souches mutantes Atsal et Asrxl sont 
25 celles deji decrites a TExemple 1 . 

4.1.2 MSthodes 

Les tests de sensibilite des souches sauvage et mutantes au t-BOOH 
et au H 2 0 2 sont effectuSs comme suit (voir 6galement exemple 1) : 

- Test de sensibility au tBOOH ou a rH 2 0 2 
30 Des cellules sauvages ou invalidees pour le g&ie SRX1 sont d6po- 

sees sur des boites de Petri contenant des concentrations croissantes de peroxyde 
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d'hydrogene (H 2 0 2 ) ou de t-butyl hydroperoxyde (tBOOH). La croissance des cellules 
est observee apres 48 heures d'incubation a 30°C. 

- Extraction des prolines tout en preservant leur 6tat redox 
cellulaire (voir exemple 1). 

5 4.2. Resultats 

Les Figures 5a et 5b montrent que la souche invalidee pour le gene 
SRX1 presente une hypersensibilite au peroxyde. 

La figure 6 montre egalement que la protdine Srxl est necessaire a la 
resistance contre le stress au peroxyde. 

10 En particulier, cette figure 6 montre que la surexpression de TSA1 

corrige totalement le defaut de resistance de la souche Asrxl montrant que cette sensi- 
bilite est due a un defaut d'activite peroxydase. La surexpression de SRX1 dans une 
levure Atsal n'a aucun effet, contrairement a la meme surexpression dans une souche 
sauvage. Ceci montre que la presence de Tsal est indispensable a la fonction de Srxl. 

La fonction du gene SRX1 est liee au gene TSAL La surexpression 
de TSA1 restaure le defaut de toterance au H 2 0 2 et au t-BOOH dans la souche AtsaJ, 
mais la surexpression du gene SKX1 ne provoque aucun effet de ce genre dans la 
souche AtsaJ, bien qu'elle augmente legerement la tolerance de la souche sauvage au 
t-BOOH. Ces donnees indiquent que Srxl agit par l'intermediaire de Tsal, alors que 
20 la surexpression de Tsal peut compenser un defaut en proteine Srxl . 

La substitution en serine de Cys84 (Srxl 05 * 848 ) supprime complete- 
ment la fonction de la Srxl dans la tolerance au peroxyde d'hydrogene (Figure 5a) et 
la formation de pont disulfure Srxl-Tsal, indiquant que cette liaison est essentielle 
pour la fonction de Srxl et est due a la Cys84. 
25 Exemple 5 : L'ATP est necessaire pour reduire la forme Cys-S0 2 H de la Tsal . 

5.1 Materiel et Methodes 
Voir Exemple 1 . 

5.2 Resultats 

Afin d'etudier plus en details la reduction de la forme Cys-S0 2 H de 
la Tsal par Srxl, la proteine Srxl recombinante exprimee par baculovirus a ete 
produite. Elle montre que la Srxl purifiee permet la reduction de la forme S0 2 H de la 
Tsal purifiee, et que cette reduction se produit seulement en presence d'ATP et de 
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lysats provenant de cellules de type sauvage (Figure 8). Ces donndes montrent que 
Srxl catalyse la rdduction de la forme sulfinate de la TsaL 

En effet, la proline Srxl permet la reduction de la forme Cys~S0 2 H 
de la proteine Tsal presente dans les lysats des cellules ASrxl traitSes k H 2 0 2 selon 

5 une mani&re dose-dependante, seulement lorsque T ATP est ajoute (Figure 8a et b). Le 
GTP et PAMP-PNP, qui est un homologue de l'ATP non-hydrolysable, n*a aucun 
effet sur la catalyse. L'ajout d'EDTA au lysat inhibe la reduction de la Tsal Srxl- 
dependante et la ^introduction de Mg""" ou de Mn^ mais pas de Fe"*^, Ca^, Cu**, ou 
Zn 4 ^, restaure la r6duction. Finalement, la Srxl purifiSe reduit completement la forme 

10 Tsal purifiee et oxydee in vitro en presence d'ATP, de Mg** ou de Mn^ et de DTT 
(Figure 8c), demontrant que la Srxl elle-mSme catalyse la reduction de la forme Cys- 
S0 2 en la forme Cys-SH. Le couplage d'hydrolyse de V ATP et le besoin sp6cifique en 
Mg~*~ ou Mn H suggerent fortement que la phosphorylation du substrat est r6alis6e par 
la Srxl, comme 6tant une 6tape dans le processus rSducteur de Cys~S0 2 H, bien qu'un , 

15 intermediate n'ait pas encore ete detecte, probablement a cause de la nature haute- 
ment instable de celui-ci. La liaison disulfure entre Srxl et Tsal suggere aussi qu'un 
m£canisme fonctionnant k base de groupe thiol existe comme 6tant une autre etape . 
dans ce processus. L'activite des mutants Srxl a et6 testee par la substitution de ■:, 
chacune de ses 3 cysteines. La substitution de la Cys84 (Srxl Cys84S ), qui est conserv6e ]; \ 

20 parmi les homologues de la Srxl chez d'autres eukaryotes supprime totalement la 
formation du pont disulfure entre Srxl et Tsal et la reduction de la forme Cys-S0 2 H 
de la Tsal, alors que les autres mutants cysteine ne pr6sentent aucun effet pour la 
Slxl cysi06s QU ^ effet mineur pQur ]a Sj^i^ss Ceg donn6es i n( jiquent que la liaison 

Srxl-Tsal provient de Cys84 de la Srxl et qu'elle est essentielle pour la reduction de 
25 la Tsa Cys-S0 2 H mediee par la Srxl. La substitution de la Cys84 en serine supprime 
aussi le r61e de la Srxl in vivo dans la tolerance au peroxyde d'hydrogene, indiquant 
de plus que la reduction Srxl -dependante de la Tsal Cys-S0 2 H est importante pour 
que la peroxydase fonctionne. 

L'acide sulfinique des cysteines dans les proteines ne peut pas etre 
30 r6duit par des reducteurs mono- ou dithiol. 

Le mecanisme d'action suivant est propose : 
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La sulfiredoxine catalyse cette reduction selon un processus a multi- 
stapes en agissant a la fois comme une phosphotransferase specifique et comme une 
thioltransferase (Figure 8). La reduction de 1'acide sulfinique de la cystine necessite 
vraisemblablement son activation initiate, qui peut etre realisee par formation d'un 
ester sulfinique phosphoryle, comme le besoin en ATP et en Mg^ 1'indique. Cette 
modification permet l'attaque du residu sulrare par la cysteine au site active de la 
Srxl, puis la formation temporaire d'un thiolsufinate intermoteculaire entre Srxl et 
Tsal. Le thiolsulfinate existe au cours du stress oxydatif et est accessible a la reduc- 
tion thiol-dependante. Ainsi, une fois forme, le thiolsulfinate entre Srxlet Tsal est 
convert! en deux Cys-SH par des echanges thiol-redox successifs impliquant initiale- 
ment le clivage reducteur du pont thiolsulfinate en un sulfenate et en un pont disulfure 
grace aux Electrons foumis par le DTT in vitro et probablement par la thior6doxine in 



VIVO. 



Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se Kmite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre d6crits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'6carter du 
cadre, ni de laportee, de laprdsente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Utilisation d'une prot6ine denomm6e sulfiredoxine (Srx), qui 
comprend au raoins un site catalytique pr6sentant le motif suivant : FXGCHR, avec 
X= G ou S, pour catalyser la r6duction des peroxyredoxines (Prxs) sous leur forme 
5 super-oxydee Prx-Cys P -S0 2 H (peroxyredoxine cysteine acide sulfinique) en derive 
thiol (SH). 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce que ladite 
sulfiredoxine est une sulfiredoxine de microorganisme, de plante ou d'organisme 
sup6rieur, qui comprend generalement entre 80 et 170 acides amines et au moins le 
10 site catalytique presentant le motif suivant : FXGCHR, avec X= G ou S ainsi que les 
pourcentages d'identit6 et de similarite suivants : 

. levure/homme : 31 % d'identite et 67 % de similarite 
. levure/plantes : 23 % d'identitd et 39 % de similarite 
. levure/souris : 31 % d'identit6 et 51 % de similarite 
1 5 • levure/champignons : 80 % d'identitd et 90 % de similarite. 

3°) Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, carac- 
teris6e en ce que ladite sulfiredoxine est notamment s61ectionnee parmi les prot6ines 
dont les sequences correspondent respectivement aux sequences SEQ ID NO : 1 a 10. 

4°) Peptide, correspondant au site catalytique de la Srxl, telle que 
20 d6finie aux revendications 1 a 3, caract6ris6 en ce qu'il presente la sequence suivante : 
FXGCHR, avec X= G ou S. 

5°) M6dicament, caracterise en ce qu'il comprend une quantite effi- 
cace d'une proteine telle que d6fmie aux revendications 1 a 3 et eventuellement au 
moins un excipient pharmaceutiquement acceptable. 
25 6 °) Utilisation d'une proteine telle que definie aux revendications 1 

a 3, pour la preparation d'un m6dicament antioxydant destine a traiter les cancers et 
les troubles neurodegeneratifs dans lesquels l'on observe une defaillance du systeme 
antioxydant Prx/Srx. 

7°) Proc6d6 de depistage de maladies liees au cancer, au vieillisse- 
30 ment et aux maladies neurodegeneratives, lequel procede est caracteris6 en ce qu'il 
comprend, pour evaluer l'implication du systeme antioxydant Prx/Srx : 
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(1) la mise en contact in vitro des cellules d'un echantillon 
biologique avec du peroxyde d'hydrogene (H 2 0 2 ) 

(2) la detection de la Prx-Cys P -S0 2 H formee, entre 1 heure et 4 
heures apres ladite mise en contact selon l'etape (1), et 

(3) 1'etablissement du rapport des quantit6s de Prx-Cy Sp -S0 2 H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon l'etape (1). 

8°) Procede de depistage de maladies liees au cancer, au vieillisse- 
ment et aux maladies neurodegeneratives, lequel procede est caracteris6 en ce qu'il 
comprend le genotypage de la sulfiredoxine, a partir de PARN total d'un echantillon 
biologique convenable, notamment des cellules sanguines, conformdment aux etapes 
suivantes : 

(1) 1'extraction de PARN total, a partir dudit echantillon biologique, 

(2) la preparation d'ADNc specifique de la sulfiredoxine, par ampli- 
fication de TARN a Paide des deux amorces suivantes : 

GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (SEQ ID NO :1 1) 
AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (SEQ ID NO :12) ; 
ces sequences etant siru6es respectivement en amont et en aval de PORF de la sulfi- 
redoxine humaine (GenBank n° AAH47707), 

(3) 1'etablissement de sa sequence nucleotidique et 

(4) la comparaison par rapport a une sequence d'ADN codant pour 
une proline Srx, telle que definie ci-dessus, issue de la meme espece que celle de 
Pechantillon biologique a analyser. 

9°) Utilisation de la sequence codant pour une proteine Srx, telle que 
definie aux revendications 1 a 3, pour l'obtention de plantes dont les capacites de 
resistance au stress sont significativement augmentees. 

10°) Cellules hotes, caracteris6es en ce qu'elles sont transform6es 
par un vecteur recombinant contenant une sequence codant pour une prot6ine Srx, 
telle que definie aux revendications 1 a 3. 

11°) Cellule h6te selon la revendication 10, caracterisee en ce 
qu'elle est constituee par une souche de S. cerevisiae modifiee par un vecteur 
surexprimant le gene SRXL 
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12°) Cellule h6te selon la revendication 10 ou la revendication 11, 
caract6ris6e en ce que ledit vecteur est avantageusement un vecteur navette E. coJi/S. 
cerevisiae comprenant au niveau d'un site de clonage EcoRI, la sequence codant pour 
la proline Srx et le promoteur du gene Srx. 

13°) Proc6de de criblage de medicaments aptes k moduler Factivite 
du systeme antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance k cribler avec des cellules 
h6tes selon Tune quelconque des revendications 10 a 12, en presence de peroxyde 
d'hydrogene 

(2) la detection de la Prx-Cys P -S0 2 H formee, entre 1 heure et 4 
heures apres ladite mise en contact selon Fetape (1), 

(3) Petablissement du rapport des quantites de Prx-Cys P -S02H et de 
Prx-Cys P: SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon F6tape (1). 

14°) Proced6 de cribJage de medicaments utiles dans le traitement 
des cancers et des maladies neurodegeneratives, lies a une defaiilance du systeme 
antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) la mise en contact de la substance k tester avec un extrait de 
cellules hotes selon Tune quelconque des revendications 10 a 12 ou un echantillon 
biologique d'un animal transgenique non humain, notamment des souris, dans lequel le 
gfene de la proteine Srx est invalid^, en presence de peroxyde d'hydrogene, 

b) la mesure par tout moyen approprie, de Tactivite antioxydante du 
systeme Prx/Srx du melange obtenu en a), et 

c) la selection des substances capables de stimuler ou d'inhiber ladite 

activite. 

15°) Proc^de selon la revendication 14, caracterise en ce que la 
mesure de ladite activite est notamment effectuee par la detection de la Prx-Cys P - 
SO2H formee, entre 1 heure et 4 heures apres ladite mise en contact selon T6tape (a) et 
1'etablissement du rapport des quantites de Prx-Cys P -S0 2 H et de Prx-Cys P -SH, k partir 
de 4 heures apr&s ladite mise en contact selon Fetape (a). 

16°) Proc&te de criblage de medicaments utiles dans le traitement 
des cancers et des maladies neurodegeneratives, lies k une defaillance du systeme 
antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 
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12°) Cellule hdte selon la revendication 10 ou la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit vecteur est avantageusement un vecteur navette E. colilS. 
cerevisiae comprenant au niveau d'un site de clonage EcoRI, la sdquence codant pour 
la proteine Srx et le promoteur du gene Srx. 

13°) Proced6 de criblage de m6dicaments aptes a moduler l'activite 
du systeme antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de la substance a cribler avec des cellules 
notes selon l'une quelconque des revendications 10 a 12, en presence de peroxyde 
d'hydrogene 

(2) la detection de la Prx-Cys,»-S0 2 H form6e, entre 1 heure et 4 
heures apres ladite mise en contact selon l'etape (1), 

(3) l'etablissement du rapport des quantites de Prx-Cys P -S0 2 H et de 
Prx-Cysp-SH, a partir de 4 heures apres ladite mise en contact selon l'etape (1). 

14°) Precede de criblage de medicaments utiles dans le traitement 
des cancers et des maladies neurodegeneratives, lies a une defaillance du systeme 
antioxydant Prx/Srx, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) la mise en contact de la substance a tester avec un extrait de 
cellules hdtes selon l'une quelconque des revendications 10 a 12 ou un echantillon 
biologique d'un animal transgenique non humain, notamment des souris, dans lequel le 
gene de la proteine Srx est invalide, en presence de peroxyde d'hydrogene, 

b) la mesure par tout moyen approprie, de L'activite antioxydante du 
systeme Prx/Srx du melange obtenu en a), et 

c) la selection des substances capables de stimuler ou d'inhiber ladite 

activity. 

15°) Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que la 
mesure de ladite activite est notamment effectuee par la detection de la Prx-Cys,,- 
S0 2 H formee, entre 1 heure et 4 heures apres ladite mise en contact selon l'etape (a) et 
l'etablissement du rapport des quantites de Prx-Cys P -S0 2 H et de Prx-Cys P -SH, a partir 
de 4 heures apres ladite mise en contact selon l'etape (a). 

16°) Anticorps anti-Srx, caracterises en ce qu'ils sont obtenus par 
immunisation convenable d'un animal avec une prot&ne Srx, telle que definie aux 
revendications 1 a 3 ou le peptide FXGCHR, avec X= G ou S selon la revendication 4 
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(1) la mise en contact de la substance k cribler avec des mammif&res 
transg6niques non-humains, notamment des souris, dans lesquels le gene de la 
proteine Srx est invalide et 

(2) la mesure de la survie de l'animal. 

5 17°) Anticorps anti-Sixl, caracteris6s en ce quails sont obtenus par 

immunisation convenable d'un animal avec une proteine Srx, telle que d6finie aux 
revendications 1 k 3 ou le peptide FXGCHR, avec X- G on S selon la revendication 4. 

18°) Procede de reduction d'un produit comprenant au moins deux 
cysteines a activity redox, lequel proc6d6 est caract6rise en ce qu'il comprend la mise 

10 en contact de ladite proteine avec une sulfiredoxine (Six:), telle que d6finie aux reven- 
dications 1 a 3, qui comprend au moins un site catalytique presentant le motif suivant : 
FXGCHR, avec X= G ou S, en presence d'ATP et de magnesium. 

19°) ProcedS de synthese d'un produit comprenant des r6sidus Cys- 
SH a partir de produits comportant des residus Cys-S0 2 H, caracterise en ce qu'il 

15 comprend une etape de reduction du produit comportant les residus Cys~S0 2 H en 
produit comprenant des residus Cys-SH, en presence d'une sulfiredoxine telle que 
dfefinie aux revendications 1 a 3, d'ATP et de magnesium. 
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17°) Proced6 de reduction d'un produit comprenant au moins deux 
cysteines a activit6 redox, lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend la mise 
en contact de ladite proteine avec une sulfiredoxine (Srx), telle que definie aux reven- 
dications 1 a 3, qui comprend au moins un site catalytique presentant le motif suivant : 

5 FXGCHR, avec X= G ou S, en presence d' ATP et de magnesium. 

18°) Procede de synthese d'un produit comprenant des residus Cys- 
SH a partir de produits comportant des residus 0x8-80211, caracteris6 en ce qu'il 
comprend une etape de reduction du produit comportant les residus Cys-SOjH en 
produit comprenant des residus Cys-SH, en presence d'une sulfiredoxine telle que 

10 d6finie aux revendications 1 a 3, d'ATP et de magnesium. 
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0263-100-SEQ.ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMMI SARI AT A L ' ENERGIE ATOMIQUE (CEA) 

<120> APPLICATIONS D'UNE NOUVELLE CLASSE D' ENZYMES: LES SULFIREDOXINES 

<130> F263/100FR 

<160> 12 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 127 

<212> PRT 

<213> Saccharomyces cerevisiae 

<400> 1 

Met Ser Leu Gin ser Asn Ser val Lys Pro Thr Glu He Pro Leu ser 
1 5 10 15 

Glu He Arg Arg Pro Leu Ala Pro Val Leu Asp Pro Gin Lys lie Asp 
20 25 30 

Ala Met Val Ala Thr Met Lys Gly lie Pro Thr Ala ser Lys Thr cys 
35 40 45 

Ser Leu Glu Gin Ala Glu Ala Ala Ala ser Ala Gly Glu Leu Pro Pro 
50 55 60 

val Asp val Leu Gly val Arg val Lys Gly Gin Thr Leu Tyr Tyr Ala 
65 70 75 80 

Phe Gly Gly Cys His Arg Leu Gin Ala Tyr Asp Arg Arg Ala Arg Glu 
85 90 95 

Thr Gin Asn Ala Ala Phe Pro Val Arg cys Arg val Leu Pro Ala Thr 
100 105 110 

Pro Arg Gin lie Arg Met Tyr Leu Gly Ser Ser Leu Asp He Glu 
US 120 125 
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<210> 2 0263-100-SEQ.ST25 

<211> 120 

<212> PRT 

<213> Candida albicans 



<400> 2 

Met Ser Met Tyr Thr Ser Arg Leu Ala Thr Glu Tyr Val Pro Leu ser 
- 1 5 10 15 

Glu He Lys Arg Pro lie Pro Pro Val Leu Asp Tyr Gin Lys lie Asp 
i{i 25 30 

Ala Met Leu ser Thr Leu Lys Gly val Pro Met Glu Ser Ala Thr cvs 
" 40 45 J 

Lys Val Glu Asp He Thr Ala Gly Glu Leu Pro Pro He Asp Val Phe 
iU 55 60 

Lys He Arg Glu Asn Gly Lys Asn Phe Tyr Phe Ala Phe Gly Gly Cys 
65 70 75 y 80 

His Arg Phe Gin Ala Tyr Asp Arg He ser Lys Glu Thr Glu Lys Glu 
85 90 95 

Val Met val Lys Ser Arg He Leu Pro Ala Thr Arg Lys Ser Leu Arg 

lie Tyr Leu Gly Ala Ser val Asp 
115 120 

<210> 3 
<211> 124 
<212> prt 

<213> Schizosaccharomyces pombe 
<400> 3 

Met Thr ser He His Thr Gly Ser Asn Asn Asn He val Glu Leu Asp 
5 10 15 

Met ser Glu Leu He Arg Pro He Pro Pro val Leu Asp Met Asn Lys 
^° 25 30 

Val Asn ser Met Met Glu Thr Met Thr Gly Lys Thr Pro Pro Ala Ser 
3 •> 40 45 
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0263-100-SEQ.ST25 
Cys Gly Leu Thr Ser Glu Asp Leu Glu Ala Gly Glu Leu Pro Pro val 
50 55 60 

Asp Val Leu Thr Phe Lys Lys Ser Gly Lys Pro Tyr Tyr Phe Ala Phe 
65 70 75 80 

Gly Gly Cys His Arg Leu Arg Ala His Asp Glu Ala Gly Arg Lys Lys 
85 90 95 

Val Arg cys Lys Leu val Asn Cys Ser Pro Asn Thr Leu Arg Leu Tyr 
100 105 110 

Leu Gly Ala Ser Ala Asn Lys Phe Leu Asp Ser Asp 
115 120 

<210> 4 

<211> 137 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 

Met Gly Leu Arg Ala Gly Gly Thr Leu Gly Arg Ala Gly Ala Gly Arg 
15 10 15 

Gly Ala Pro Glu Gly Pro Gly Pro Ser Gly Gly Ala Gin Gly Gly ser 
20 25 30 

lie His ser Gly Arg lie Ala Ala Val His Asn Val Pro Leu Ser Val 
35 40 45 

Leu lie Arg Pro Leu Pro Ser val Leu Asp Pro Ala Lys val Gin ser 
50 55 60 

Leu val Asp Thr lie Arg Glu Asp Pro Asp ser val Pro Pro lie Asp 
65 70 75 80 

val Leu Trp lie Lys Gly Ala Gin Gly Gly Asp Tyr Phe Tyr ser Phe 
85 90 95 

Gly Gly Cys His Arg Tyr Ala Ala Tyr Gin Gin Leu Gin Arg Glu Thr 
100 105 110 

lie Pro Ala Lys Leu Val Gin Ser Thr Leu Ser Asp Leu Arg val Tyr 
115 120 125 

Leu Gly Ala Ser Thr Pro Asp Leu Gin 
130 135 
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<211> 136 
<212> PRT 
<213> mus musculus 

<400> 5 

Met Gly Leu Arg Ala Gly Gly Ala Leu Arg Arg Ala Gly Ala Gly Pro 
5 10 15 

Gly Ala Pro Val Val His Gly Pro Gly Gly Ala Gin Gly Gly Ser lie 
*° 25 30 

His ser Gly cys He Ala Thr val His Asn val Pro lie Ala Val Leu 
" 40 45 

lie Arg Pro Leu Pro ser Val Leu Asp Pro Ala Lys val Gin ser Leu 
^ u 55 60 

val Asp Thr He Leu Ala Asp Pro Asp ser val Pro Pro lie Asp val 

70 75 80 

Leu Trp lie Lys Gly Ala Gin Gly Gly Asp Tyr Tyr Tyr Ser Phe Gly 
85 90 95 

Gly cys His Arg Tyr Ala Ala Tyr Gin Gin Leu Gin Arg Glu Thr lie 
1UU 105 110 

Pro Ala Lys Leu Val Arg Ser Thr Leu Ser Asp Leu Arg Met Tyr Leu 
llb 120 125 

Gly £l£ Ser Thr Pro As P Leu Gin 
!30 135 

<210> 6 

<211> 162 

<212> PRT 

<213> Drosophila melanogaster 



<400> 6 

Met Glu Phe He Ser His Phe Leu Arg Ala Thr Ser Arg Arg Thr Ala 

Ala Leu Gly Pro lie Leu Gin Arg Asn Arg ser Glu He lie Gin Lys 
lQ 25 30 
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Gin ser Leu Thr Asn Arg Gin Ala Phe Arq Arg Tyr Arq ser Ser Cys 
35 40 45 

Ser Thr Met Asp Thr Thr Val His Ser Ala Gly lie Asp Glu Thr His 
50 55 60 

Leu val Pro Met ser val He Gin Arg Pro lie Pro Ser val Leu Asp 
65 70 75 80 

Glu Gin Lys val Gin Ser Leu Met Glu Thr lie Lys Asn Glu Thr Ser 
85 90 95 

Glu Asp Glu val Pro Pro He Asp Leu Leu Trp lie ser Gly ser Glu 
100 105 110 

Gly Gly Asp Tyr Tyr Phe Ser Phe Gly Gly Cys His Arg Phe Glu Ala 
115 120 125 

Tyr Lys Arg Leu Gin Arg pro Thr lie Lys Ala Lys Leu Val Lys Ser 
130 135 140 

Thr Leu Gly Asp Leu Tyr His Tyr Met Gly ser Ser Ala Pro Lys Tyr 
145 150 155 160 

Leu Ala 



<210> 7 

<211> 125 

<212> prt 

<213> Arabidopsis thai i ana 

<400> 7 

Met Ala Asn Leu Met Met Arg Leu Pro lie Ser Leu Arg ser Phe Ser 
1 5 10 15 

val Ser Ala Ser ser Ser Asn Gly Ser Pro Pro Val lie Gly Gly ser 
20 25 30 

Ser Gly Gly val Gly Pro Met lie val Glu Leu Pro Leu Glu Lys lie 
35 40 45 

Arg Arg Pro Leu Met Arg Thr Arg Ser Asn Asp Gin Asn Lys Val Lys 
50 55 60 

Glu Leu Met Asp Ser He Arg Gin lie Gly Leu Gin Val pro He Asp 
65 70 75 80 
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val He Glu val Asp Gly Thr Tyr Tyr Gly Phe ser Gly Cys His Arg 
85 90 95 

Tyr Glu Ala His Gin Lys Leu Gly Leu Pro Thr lie Arg cys Lys He 
- LU,J 105 HO 

Arg Lys Gly Thr Lys Glu Thr Leu Arg His His Leu Arq 
H5 120 12 l 

<210> 8 
<211> 86 
<212> PRT 

<213> thermosynechococcus elongatus 



<400> 8 

Met Arg val Leu Asp Leu Pro Leu Asn Ala He Arg Arg Pro Leu val 
5 10 15 

Arg Gin Thr Asp Pro Ala Lys val Ala Ala Leu Met Ala Ser He Ala 
^° 25 30 

Glu lie Gly Gin Gin Glu Pro lie Asp val Leu Glu Val Glu Gly His 
■>-> 40 45 

Tyr Tyr Gly Phe Ser Gly Cys His Arg Tyr Glu Ala Cys Gin Arg Leu 

Gly Leu Pro Thr He Arg Ala Arg val Arg Arg Ala Pro Arg ser Val 

/u 75 80 

Leu Asn Leu His Leu Ala 
85 

<210> 9 
<211> 87 
<212> prt 
<213> Nostoc sp 



<400> 9 

Met val Arg val Gin Glu He Pro Leu Asn Gin He Arg Arg Pro Leu 
> 10 15 

Pro Arg Gly Asn Asp Pro Tyr Lys val Gin Ala Leu Met Glu Ser He 
u 25 30 
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Ala Ala lie Gly Gin Gin Glu pro lie Asp val Leu Glu val Asp Gly 
35 40 45 

Gin Tyr Tyr Gly Phe ser Gly cys His Arg Tyr Glu Ala Cys Gin Arg 
50 55 60 

Leu Gly Lys Glu Thr lie Leu Ala Arg val Arg Lys Ala Pro Arg ser 
65 70 ~ 75 80 

val Leu Lys Met His Leu Ala 
85 

<210> 10 

<211> 141 

<212> PRT 

<213> oryza sativa 



<400> 10 

Met Ala Ala Ser Gly Phe Leu Leu Arg Cys Pro Ala Ala Pro ser Ala 
15 10 15 

Val Pro Leu Trp Gly Arg ser Gly Arg Gly Gly Gly Gly Gly Leu Ala 
20 25 30 

Phe ser Ala Ser Ser Ser Asn Gly Ala Ala Val Pro Ser Ser Leu Ser 
35 40 45 

Asp ser Glu Lys Lys Gly Pro Val val Met Glu lie Pro Leu Asp Lys 
50 55 60 

lie Arg Arg Pro Leu Met Arg Thr Arg Ala Asn Asp Pro Ala Lys val 
65 70 75 80 

Gin Glu Leu Met Asp ser lie Arg val lie Gly Leu Gin val Pro lie 
85 90 95 

Asp val Leu Glu Val Asp Gly val Tyr Tyr Gly Phe Ser Gly Cys His 
100 105 110 

Arg Tyr. Glu Ala His Gin Arg Leu Gly Leu Pro Thr lie Arg Cys Lys 
115 120 125 

Val Arg Arg Gly Thr Lys Glu Thr Leu Arg lie Gly Cys 
130 135 ~ 140 

<210> 11 
<2U> 20 
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<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 
<400> 11 

gtcccgcggc ggcggcgacg 20 

<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce PCR 

<400> 12 

agcaggtgcc aaggaggctg 20 
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